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ある。ヒト洗浄血小板を 9 倍量の 0.32 M薫糖を含む緩衝液にて抽出し，さらに終濃度lOmMの Mg
ATP となるように調整し硫安分画を行った。この25% から 60%飽和の分画を 0.6 MKCI を含む緩衝
液で溶解し，遠心した上清を低イオン強度の緩衝液で透析し pH を 6.3 とした。これを遠心した沈査
をさらに高イオン強度の緩衝液で溶解して遠心し，上清を再度低イオン強度の緩衝液で透析後 pH を
6.3 に調整し遠心して得られた沈査をミオシン B の標品とした。このミオシン Bの SDS ディスク電




超沈澱では， ミオシン B は ATP と Mg2+の存在下で、Ca2 +依存性に超沈澱を起こしμMオーダーのCa2 +
濃度により活性化された。 Mg2+-A TP ase 活性についてみれば，同様にμMオーダーの Ca2+ i農度によ
り活性化され， 50%活性化に要する Ca2+濃度は 3μMであった。
次にこのミオシン Bの Ca2 +感受性閃子として， Ca2 + 受容蛋白質の一つであるカルモデュリンを想定し，
カルモデュリン阻害剤の影響を検討した。まずカルモデュリン阻害剤の代表的な薬剤であるトリプル
オペラジン( TEP) の添加効果を検討したところ，濃度依存性にミオシン Bの超沈澱を抑制し， 50%抑
制に要する TEP の濃度情。)は18μMであった。同様に他のカルモデFュリン阻害剤であるクロールプ
ロマジン (CPZ) ， W-7 ，プロメタジン( PM) についても 150 を検討したところ， CPZ31μM， W-7 
45μ M， PM310μMであり，これら各I叫主力ルモデュリン依存性ホスホジエステラーゼ活件eの阻害濃
度と近似していた。この結果から血小板ミオシン Bの Ca2 +感受性因子はカルモデュリンである可能性
が強く示唆された。
さらにカルモデュリンの関与を直接証明するためにミオシン B より Ca2 +感受性閃子を分離(脱感作)
し，脱感作されたアクトミオシンと Ca2+感受性因子との再構成実験を行った。まずミオシン B を EG
TA を含む低イオン強度緩衝液で透析した後，遠心した沈査を高イオン強度緩衝液で溶解するという
操作を 2 回繰返し脱感作アクトミオシンを得た。この脱感作アクトミオシンは， 0.1 mMCa2+ 存在下
において超沈澱活性を認めなかったが，これに牛脳より精製した標準カルモデュリンを添加すると濃
度依存性に活性の回復を認め， 50%活性化および最大活性化に要するカルモデュリン量はそれぞれ1.0
μg および 3.0μg であった。 EGTA 存在下ではカルモデュリン添加効果は認められず， Ca2+ーカルモ
デュリンにより脱感作アクトミオシンは再感作されることが明らかになった。
次に，上記脱感作仁より得られた上清分画は Ca2+ 感受性同子を含んでおり，この上清をフェノチア
ジンアフィニティカラムに通すと Ca2 +依存性にアフィニティカラムに結合したO 溶出分画にはカルモ
デュリン活性を認め，この分画を脱感作アクトミオシンに添加すると同様に濃度依存性に超沈澱活性
の回復を示し， 50%活性化および最大活性化に必要な Ca2+ 感受性!大]子は，カルモデュリン活性に換算









2. このミオシン Bは，細胞の活性化に必要な生理的範囲の Ca2+濃度 (μM オーダー)で超沈澱お
よび Mg2+- ATPase 活性を示した。









5. 部分精製した Ca2+ 感受性因子中に電気泳動上カルモデュリンの存在を確認し，これ以外に Ca2+
依存性に移動度の変化する蛋白質を認めなかった。
6. 以上の結果から カルモデュリンが血小板ミオシン Bの Ca2 +感受性に関与する唯一の因子であ
ることが証明された。
論文の審査結果の要旨
血小板凝集反応に収縮蛋白質(アクトミオシン)が関与することが知られており，また Ca2 + が必須で
あることが知られている。このられの作用を仲介する蛋白質としてカルモデュリンが擬せられたまま長
らく確証は得られなかった。
本論文は，ヒト血小板より Ca2+感受性アクトミオシンを調整し，この系に Ca2 +感受性を与えている
ものがカルモデュリンに他ならないことを証明したものであって，上記の疑問に答えるものである。
医学博士としての論文にふさわしい内容と考えられる。
-240-
